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摘  要 
    
目的： 初步研究膀胱间充质干细胞促进膀胱癌生长及迁移的机制。方法：1.体
外分离、培养并鉴定膀胱间充质干细胞；2.在体外实验中，以 WST-1 测定膀胱
间充质干细胞培养上清液对于膀胱癌细胞生长的影响，并以划痕实验测定膀胱间
充质干细胞培养上清液对于膀胱癌细胞迁移能力的影响；3.在动物模型中测定膀
胱间充质干细胞对于膀胱癌细胞生长和迁移能力的影响；4.以 WESTERN-BLOT
检测相关信号通路关键蛋白表达的变化以研究膀胱间充质干细胞促进膀胱癌生
长及迁移的机制：结果：1. 膀胱间充质干细胞表达 CD105,CD73 和 CD90,基本不
表达 CD45,CD34,CD14,CD79 和 HLA-DR，具有三系分化能力，表达表皮生长因子；
2. 膀胱间充质干细胞培养上清液促进膀胱癌细胞的生长和迁移；3.  膀胱间充质
干细胞在动物实验中促进膀胱癌细胞的生长和迁移；4. 膀胱间充质干细胞培养
上清液处理后的膀胱癌细胞，EGFR、AKT、p-Erk 表达量上升。结论：1. 可以
从膀胱组织中分离得到膀胱间充质干细胞；2.膀胱间充质干细胞对于膀胱癌的生
长及迁移有促进作用；3. 膀胱间充质干细胞对于膀胱癌的生长及迁移的促进作
用可能是通过激活膀胱癌细胞表面的 EGFR 从而激活 AKT 及 ERK 通路实现的。 
 
关键词：膀胱间充质干细胞；膀胱尿路上皮癌；表皮生长因子受体；信号通路 
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Abstract 
  
Objective：Preliminary study on mechanisms of urinary bladder mesenchymal stem 
cells promote cell growth and migration of urothelial carcinoma cells line 5637. 
Methods:1.Isolation，cultivation and identification of urinary bladder mesenchymal 
stem cells from bladder tissue. 2.Determinate urinary bladder mesenchymal stem cell 
culture supernatant impacts urothelial carcinoma cells line 5637 on growth with 
WST-1 and on migration with wound scratch assay in vitro. 3.Detect urinary bladder 
mesenchymal stem cell affects urothelial carcinoma cells line 5637 on growth and 
migration in vivo.4. The changes of protein expression in relevant signaling pathway 
were analyzed by Western blotting. Results:1. By combined used the methods of 
density gradient centrifugation and cells adherent, urinary bladder mesenchymal stem 
cells was isolated and cultured and they can differentiate into adipocyte, osteoblast 
and chondroblast, they also highly expressed CD105, CD73 and CD90, barely 
expressed CD45, CD34, CD14,CD79 and HLA-DRsurface antigen. 2. Urinary 
bladder mesenchymal stem cells promote cell growth and migration of urothelial 
carcinoma cells line 5637 in vitro. 3. Urinary bladder mesenchymal stem cells 
promote cell growth and migration of urothelial carcinoma cells line 5637 on animal 
models. 4. urothelial carcinoma cells line 5637 express more EGFR、AKT、p-Erk after 
culture in urinary bladder mesenchymal stem cell culture supernatant.  
Conclutions:1. Urinary bladder mesenchymal stem cells were successfully isolated，
cultivated and identified. 2. Urinary bladder mesenchymal stem cells promote cell 
growth and migration of urothelial carcinoma cells line 5637 in vitro and vivo. 3. 
Urinary bladder mesenchymal stem cells may promote cell growth and migration of 
urothelial carcinoma cells line 5637 by AKT and ERK pathway activation through 
EGFR. 
Keywords: Urinary Bladder Mesenchymal Stem Cells; Bladder urothelial carcinoma; 
Epidermal Growth Factor Receptor; Signaling Pathway 
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前 言 
间充质干细胞因其具有的独特的生物学特性，已被多项研究及临床试验证实
可应用于器官移植以及组织修复等，近年来间充质干细胞与肿瘤生长、发展、侵
袭、转移的潜在联系，也越来越受到重视。从膀胱组织中分离所得的膀胱间充质
干细胞，具有符合国际细胞疗法协会（ISCT）所定义的间充质干细胞的典型特征。
在体外培养的过程中，呈现贴壁生长的特性。同时流式免疫学标志检测证实，绝
大多数膀胱间充质干细胞表达 CD105,CD73 和 CD90,但几乎没有细胞表达
CD45,CD34,CD14,HLA-DR，而且经过连续传代，冻存复苏后从 P3-P10 代均能稳定
表达相应的表型标志物。此外，膀胱间充质干细胞在特定诱导培养基存在的条件
下，可以成功定向分化为脂肪细胞、成骨细胞、以及成软骨细胞三系细胞。这些
有力的支持了膀胱间充质干细胞确实是一种客观存在的间充质干细胞，我们在分
离膀胱间充质干细胞过程中所采用的贴壁分离方法，是一种可行的分离膀胱间充
质干细胞的方法，膀胱间充质干细胞的成功分离与鉴定，为后续研究奠定了坚实
的基础。 
在后续实验中，我们发现了膀胱间充质干细胞促进膀胱癌生长和迁移的现
象。通过对相关信号通路的检测，我们初步认为膀胱间充质干细胞分泌相关细胞
因子，激活膀胱癌细胞上的EGFR，进而激活PI3K/Akt信号通路以及MAPK/ERK通路，
从而产生抑制膀胱癌细胞凋亡，促进其迁移等多种生物学效应。 
 
EGFR作为I3K/Akt信号通路以及MAPK/ERK通路重要的共同上游蛋白，其激活
的两种信号通路在细胞信号转导的许多过程中有着协同甚至相似的作用，在调节
膀胱癌细胞生命活动的过程中存在着广泛的相互联系，研究膀胱间充质干细胞促
进膀胱癌细胞生长及迁移的机制，对于理解膀胱癌发生、发展、侵袭、转移的过
程具有重要意义，但这种推测仍不完善，尚需进一步验证。 
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第一章  人膀胱间充质干细胞的分离培养与鉴定 
间充质干细胞是一种来源于中胚层，具有自我扩增与更新能力，同时具有多
重分化潜能的成体干细胞。自 1976 年，Freidenstein 等首次发现在骨髓里存在
一群体在外培养时贴壁生长，形态和成纤维细胞相似，呈克隆性增殖，并提出“骨
髓间充质干细胞”的概念以来[1]，经过深入和广泛的研究，目前已经可以从骨髓、
脂肪、滑膜、骨骼、肌肉、肺、肝、胰腺等组织以及羊水、脐带血中分离和制备
间充质干细胞[2]。 
目前一般认为，间充质干细胞具有以下特性： 
一． 具有强大而稳定的自我更新与复制能力，在体内或体外特定的诱导条件
下，可定向分化为脂肪、骨、软骨、肌肉、肌腱、韧带、神经、肝、心肌、
内皮等多种组织细胞。 
二． 表达特异性表面抗原。 
三． 具有遗传稳定性。 
四． 可分泌多种细胞因子。 
五． 具有免疫调节特性。 
ISCT(International Society for Cellular Therapy)所指定的间充质干细胞基
本标准为： 
一.具有贴壁生长的特性。 
二.绝大多数细胞表达 CD105,CD73 和 CD90,基本不表达如下免疫学标志物：
CD45,CD34,CD14/CD11b,CD79/CD19 及 MHC Ⅱ类分子，例如 HLA-DR。 
三.具有在体外特性环境诱导下下分化为成骨细胞，脂肪细胞和成软骨细胞的能
力。 
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最初对于间充质干细胞的研究侧重于其所具有的多重分化潜能及自我复制更
新能力，以期完成受损组织的修复再生，但随着研究的深入，间充质干细胞所具
有的免疫调节特性使其具有被应用于自身免疫病的治疗及在器官移植的过程中
减低排斥反应的发生的可能[3]，此外间充质干细胞通过分泌多种细胞因子对于周
围细胞产生多种影响，这些特性可能与癌症等疾病的发生有关[4-8]，因此深入的研
究间充质干细胞对于阐释有关疾病发生的机理至关重要，从而为进一步行细胞治
疗奠定基础。 
人类膀胱作为锥体形囊状肌性器官，在胚胎发育的过程中也自中胚层发育而
来，其壁由外向内分别为：浆膜层、肌肉层、粘膜下层、和粘膜层[9]，因此我们
推测，在膀胱的肌肉层中，极由可能存在一种尚未明确发现的间充质干细胞。 
在本研究中，我们通过取自接受根治性全膀胱切除术患者的膀胱肌肉层标本，
经消化分离、贴壁培养法分离、传代培养后，得到较高纯度的细胞群。经形态学
观察、流式细胞仪检测表面抗原分子、定向诱导分化、端粒酶活性检测、免疫荧
光、Elisa 分析等，我们认为这是一种全新的间充质干细胞并依据间充质干细胞
的国际命名惯例将其命名为膀胱间充质干细胞（Urinary Bladder Mesenchymal 
Stem Cells）。 
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材料与方法    
1.人膀胱间充质干细胞的分离培养及形态学观察 
1.1标本收集、消化分离及原代培养 
经接受根治性全膀胱切除术患者知情同意及伦理委员会批准后，于术中膀胱离体
后，迅速于未受膀胱癌侵袭部位取肌肉层组织约1cm³,放入4℃预冷且加入1%双
抗的DMEM-LOW培养基中，标记病例号，置入冰盒中带回实验室，共十例。将
标本取出置入10mm培养皿中，加入预温37摄氏度1%胰蛋白酶-EDTA1ml，以无
菌眼科剪尽量将标本剪碎，将液体移至15ml无菌离心管内，尽量避免吸入组织块，
再加入1%胰蛋白酶-EDTA1ml，以无菌眼科剪尽量将标本剪碎，将液体移至上述
离心管内，加入预先配制好的浓度为1mg/ml的胶原酶Ⅰ5ml，胎牛血清70ul，37℃
水浴1小时，每10分钟震荡混匀。加入浓度为1ug/uld的DNaseⅠ7ul，37℃水浴15
分钟，每5分钟震荡混匀。200目无菌筛网过滤，滤液1000r/min离心5分钟，弃去
上清，加入含有3%双抗，10%胎牛血清的DMEM-LOW完全培养基10ml，轻柔吹
散混匀，静置30秒后，吸上清至T75无菌培养瓶后，镜下观察细胞的形态并拍照
后，置于培养箱内培养，标记为P0。 
1. 2膀胱间充质干细胞的传代培养与扩增 
24h 后显微镜下观察贴壁细胞数量及贴壁细胞形态形态。更换细胞完全培养基，
去除未贴壁细胞后拍照。此后根据细胞的生长情况，及时更换全部细胞完全培养
基。每日观察细胞的贴壁情况及融合面积，当细胞融合面积≥80%的时候，对细
胞按照 1：3 的比例进行传代培养，并在培养瓶上明确标记已传代代数。 
1.3 膀胱间充质干细胞生长曲线测定 
取P3 膀胱间充质干细胞，弃去上清，PBS洗净后以1.0%胰蛋白酶0.5ml消化3min，
显微镜下观察见细胞呈球形并悬浮于胰蛋白酶液时，加入细胞完全培养基 5ml
终止消化。将细胞悬液转移至 15ml 的离心管中，1000g 离心 5min，弃去上清后，
向离心管内加入 10ml 细胞完全培养基，巴氏吸管吹打、重悬后行细胞计数。按
2.5×103/孔的细胞浓度加入至 96 孔细胞培养板内，并加入细胞完全培养基至
150ul，放入 37°恒温培养箱内进行培养。每天取出 96 孔细胞培养板，显微镜
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下观察细胞形态。每次随机选取 3 孔细胞为实验孔，去上清，每孔加入
90ulDMEM-LOW 培养基及 10ulWST-1 溶液，轻柔震荡混匀后，放入 37℃恒温培养
箱孵育 40min。取出 96 孔细胞培养板，移液枪将实验孔中的 WST-1 溶液轻柔吹
打、混匀后，吸取上清至 96 孔酶标板中，每个酶标孔加入上清 100ul。另取 3
个酶标孔加入 90ul DMEM-LOW 培养基及 10ulWST-1 溶液为标准孔。用酶标仪在
450nm 波长处测定上清的吸光度 OD 值。之后每隔 24h 重复上述步骤直至培养孔
内细胞呈 100%融合。收集并整理实验所得数据，绘制细胞生长曲线图。 
 
2 膀胱间充质干细胞的免疫学标志检测 
2.1 取 P3 代对数生长期膀胱间充质干细胞，消化，PBS 洗涤，1000r/min 离心 5
分钟，弃去上清，加入适量 PBS 重悬，按 1×106 个/管的浓度将细胞悬液加入流
式试验管中备用。 
2.2 涡旋震荡使膀胱间充质干细胞散开，分别加入相对应的单克隆抗体震荡混匀
后，于 4℃避光孵育 30 分钟。 
2.3 1mlPBS 轻柔洗涤，10000r/min 离心 1 分钟，弃去上清液。 
2.4 加入体积为 400ul 的 PBS，其中含有 3%灭活胎牛血清及 0.09%叠氮钠，涡旋
振荡混匀后，以 FACSAria ™流式细胞分选仪(BD 公司)检测，分析测定吸收峰值。 
 
3 膀胱间充质干细胞体外诱导成脂、成骨、成软骨 
3.1 膀胱间充质干细胞成脂细胞诱导分化及染色 
5.1.1选用美国Trevigen公司人间充质干细胞成脂细胞分化培养基试剂盒，按照
说明书进行操作。选用对数生长期的膀胱间充质干细胞细胞，经1%胰蛋白酶消化、
1000g/min离心5分钟后加入1ml细胞完全培养基重悬细胞，行细胞计数，根据细
胞计数结果按3×103个/cm2接种中24孔培养板中，选取3个培养孔设为实验组，每
孔加入成脂诱导培养基1.5ml；剩余3个培养孔设为对照组，继续加入细胞完全培
养基进行培养。培养板置于37°恒温培养箱中培养，每日观察实验组及对照组细
胞数量、形态和培养液颜色变化，每3天分别更换诱导培养基及细胞完全培养基，
约3周后镜下可见细胞中出现大量脂滴样物质时可停止细胞培养。 
5.1.2油红O染色方法：取出6孔板，小心吸去每孔培养液，PBS溶液1.5ml轻柔漂
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